126 | VERBANDE.

SENSITIVE PROTEOMIK

STRATEGIEN DER
EINZELZELLPROTEOMIK

Komplexe Gewebe bestehen aus einer
Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen in
distinkten Zustanden, Morphologien und
Funktionen. Um diese Komplexitat ins-
besondere im Zusammenhang mit der
Entstehung von Krankheiten zu verste-
hen und zu untersuchen, wurde in den
letzten Jahren ein immer gréferer Fokus
auf Einzelzellanalysen im Gegensatz zu
Analysen von Gesamtgeweben gelegt.
Dabei konzentrierten sich Forscher vor-
erst auf Genomik und Transkriptomik,
da sich Nukleinsdure-Molekiile auch in
sehr geringen Ausgangsmengen unkom-
pliziert amplifizieren und spater quanti-
fizieren lassen. Das Proteom, bestehend
aus Proteintypen unterschiedlicher Ab-
undanz, die auch noch als Isoformen
vorkommen kénnen und posttransla-
tionalen Modifikationen unterliegen,
bestimmt jedoch mafigeblich Phano-
typ und Funktion der Zellen. Ohne die
Moglichkeit der Amplifikation ist fiir eine
proteomische Analyse einer einzelnen
Zelle die Sensitivitat der verwendeten
Extraktions- und Detektionsmethoden
von entscheidender Bedeutung.
Antikorper-basierte Ansitze wie
Durchflusszytometrie und Massenzy-
tometrie (CyTOF) erlauben die zielgerich-
tete Quantifizierung von ca. 50 markier-
ten Proteinen an der Oberflache oder im
Inneren von Einzelzellen. Multiplexierte
affinitatsbasierte Methoden sind z.B. die
Tapestri Platform (Mission Bio, San Fran-
cisco, USA) zur Multi-Omics Analyse von

lonenquelle eines Massenspektrometers.

Einzelzellen im Krebs-Kontext mit vor-
gegebenen oder individuell angepassten
DNA- und Protein-Panels oder die von
Olink Proteomics (Uppsala, Schweden)
entwickelte PEA-Technologie (Proximity
Extension Assay, Olink Explore) [https://
doi.org/10.1038/s42003-021-02142-w.],
die sogar die Quantifizierung von bis zu
1536 Proteinen mit hochster Spezifitat
und Sensitivitat ermoglicht.

Auch die Massenspektrometrie als
umfassende Methode zur Identifizie-
rung und Quantifizierung von Prote-
inen in komplexen Proben machte in
den letzten Jahren unerwartet schnelle
Fortschritte beziiglich der Sensitivitat
der Proteinextraktion und -analytik. Eine
besondere Herausforderung stellt dabei
die Notwendigkeit zur Miniaturisierung
der Probenvorbereitung dar — kleins-
te Proteinmengen aus nur einer Zelle,
die nicht amplifiziert werden kénnen,
miissen moglichst verlustfrei proteoly-
siert werden, die daraus resultierenden
Peptide dann mittels Nanofluss-basierter
Chromatographie und daran gekoppelte
hochempfindliche Massenspektrometrie
detektiert und quantifiziert werden. Die
Gewinnung von Einzellzellen aus dem
Gewebeverband unter Erhalt ihres zell-
typischen Proteoms einschliefllich aller
subzelluldren Kompartimente mit z.B.
Zellfortsdtzen und Zelloberflache ist eine
weitere besondere Herausforderung der
Einzelzellproteomik. Neueste Losungs-
ansitze zur effizienten Probenvorberei-
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tung in Kombination mit innovativen
analytischen Ansétzen sind z. B. pro-
teoCHIP (Mechtler Labor, IMP, Vienna
Biocenter; Quantifizierung von fast 2,000
Proteinen aus 158 humanen Einzelzel-
len), nanoPOTS (Kelly Labor, Pacific Nor-
thwest National Laboratory, Richland,
Washington; Quantifizierung von iiber
1000 Proteinen aus primaren humanen
Neuronen), SCoPE2 in Kombination
mit mPOP (Slavov Labor, Northeastern
University in Boston, Massachusetts;
Quantifizierung von tiber 3042 Prote-
inen in 1490 einzelnen Monozyten und
Macrophagen) und T-SCP (Mann Labor,
MPI Biochemie, Martinsried; Quantifi-
zierung von 1441 Proteinen in einzel-
nen Hela Zellen mit diaPASEF) [https://
doi.org/10.1038/d41586-021-02530-6.].
Gemeinsamkeiten dieser Ansatze sind
dabei die Zelllyse und der proteolytische
Verdau im Nanoliter-Mafstab und die
Verwendung neuester, hoch-sensitiver
Massenspektrometer sowie fiir kleinste
Proteinmengen angepasste Analyseme-
thoden.

Das 2018 ins Leben gerufene Single
Cell Proteomics Meeting in Boston [ht-
tps://single-cell.net] dient hierbei als
Anziehungspunkt fiir Wissenschaftler
verschiedenster Disziplinen um neue
Ideen und technologische Entwicklungen
auf dem jungen Feld der Einzelzellpro-
teomik voranzutreiben.
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